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                              Resumo 
A abordagem da engenharia genética em animais envolve diversos tipos de 
tecnologias direcionadas para a produção de Animais Geneticamente Modificados 
(AGMs). Uma etapa essencial para a produção de AGM consiste no carreamento in 
vitro de material genético em células somáticas. Contudo, as técnicas desenvolvidas 
para o carreamento gênico não têm sido eficientes devido as falhas na transfecção e 
integração do transgene que estão relacionados a diversos fatores. Atualmente, 
novas alternativas surgiram para a entrega eficiente de DNA exógeno, como a 
utilização de nanocarreadores, devido sua capacidade de interação com material 
genético e internalização celular. O objetivo deste estudo é sintetizar e caracterizar 
nanopartículas (NPs) de quitosana visando aplicações em transfecção de células 
somáticas. A síntese da NP de quitosana foi realizada pelo método de gelificação 
iônica. O plasmídeo utilizado foi o PEF- GFP clonado na E. coli stbl3 e purificado 
seguindo o protocolo do kit QIAprep® Spin Maxprep. As NPd foram caracterizadas 
pela técnica de DLS que revelou uma variação de tamanhos de acordo com as 
proporções utilizadas desde nanopartículas com 117,7nm a 313,9nm. Dentre os 
tratamentos testados, optou-se pela proporção de 6/1/1 com NP livres variando o 
diâmetro médio de 124,7 a 142,7 nm para a realização dos ensaios de transfecção. 
O nanocomplexo contendo DNA plasmidial/TPP/NPs de quitosana apresentou 
diâmetro variando de 387,2nm e 284,4nm e o nanocomplexo DNA plasmidial/ NPs 
de quitosana apresentou diâmetro variando de 351,9nm e 369,7nm. Foram 
realizados vários ensaios de transfecção alterando produção de NPs com e sem 
TPP, tempo de exposição, pH, potencial Zeta e uso de meios DMEM ou PBS/SFS. O 
tratamento em que os nanocomplexos foram preparados com TPP, usando PBS/ 
SFB, pH 6,5 e as células HEK 293 ficaram expostas por 24 horas aos 
nanocomplexos apresentaram uma melhor eficiência de transfecção (8,25%) em 
relação aos outros tratamentos. Portanto, os resultados demonstraram que o pH e o 
tempo de exposição aos nanocomplexos influenciam na taxa de transfecção celular 
utilizando NP de quitosana. Palavras Chaves: Nanotecnologia, nanopartículas de 







The approach of genetic engineering in animals involves several types of 
technologies directed to the production of Genetically Modified Animals (AGMs). An 
essential step for the production of AGM is the in vitro transport of genetic material 
into somatic cells. However, the techniques developed for gene loading have not 
been efficient due to the failures in transfection and transgene integration that are 
related to several factors. Currently, new alternatives have emerged for the efficient 
delivery of exogenous DNA, such as the use of nanocarriers, due to their ability to 
interact with genetic material and cellular internalization. The aim of this study is to 
synthesize and characterize the of nanoparticles (NPs) of chitosan for transfection 
application. The synthesis of NP of chitosan was performed by the ionic gelation 
method. The plasmid used was PEF-GFP cloned in E. coli stbl3 and purified 
following the QIAprep® Spin Maxprep kit protocol. NPs were characterized by the 
DLS technique that revealed a variation of sizes according to the proportions used 
from nanoparticles with 117.7nm to 313.9nm. Among the treatments tested, the ratio 
of 6/1/1 with free NP varied from 124.7 to 142.7 nm for the transfection assays. The 
nanocomplex containing plasmid DNA / TPP / NPs of chitosan had a diameter 
varying from 387.2nm and 284.4nm and the nanocomplex DNA plasmid / chitosan 
NPs presented a diameter varying from 351,9nm and 369,7nm. Several transfection 
assays were performed altering production of NPs with and without TPP, exposure 
time, pH, Zeta potential and use of DMEM or PBS / SFS media. The treatment in 
which the nanocomplexes were prepared with TPP using PBS / SFB, pH 6.5 and the 
HEK 293 cells were exposed for 24 hours to the nanocomplexes showed a better 
transfection efficiency (8.25%) in relation to the other treatments. Therefore, the 
results demonstrated that the pH and time of exposure to the nanocomplexes 
influence the cellular transfection rate using chitosan NP. Key words: 
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A engenharia genética é uma das áreas da biotecnologias que mais vem 
se destacando nas últimas décadas (DAIGNEAULT, et al., 2018; ISHINO, et al., 
2018; WANG, et al., 2018). Os genomas dos organismos podem ser alterados pela 
inserção, deleção ou inativação do material genético, e assim produzir organismos 
geneticamente modificados (OGM) (CALIÓ e BERTONCINI, 2017). Técnicas mais 
recentes de engenharia genética envolvem a edição do genoma e podem ser 
usadas para fixar alelos desejáveis em uma população, contribuindo para o 
melhoramento genético (BASTIAASEN et al., 2018) sem a necessidade de gerar 
OGM.  Avanços na manipulação genética in vitro de organismos permitiu a produção 
de OGMs que beneficiam diversas áreas, como as indústrias farmacêutica, 
biomédica e agrícola. A manipulação genética em várias espécies é possível devido 
a semelhança no funcionamento da maquinaria celular responsável pela transcrição 
e tradução do DNA entre elas (CALIÓ e BERTONCINI, 2017). 
A modificação genética dos animais tem sido usada na pesquisa médica 
para criar modelos para estudo de doenças humanas. Esses modelos ajudam a 
identificar as vias da doença e permitem a avaliação de novas terapias. A análise da 
função gênica pode ser conduzida em animais geneticamente modificados (AGMs) 
para se obter informações importantes para aprofundar o entendimento do 
desenvolvimento biológico (GUSMÃO; SILVA; MEDEIROS, 2017). Além disso, 
animais transgênicos têm sido utilizados na produção de proteínas de cunho 
terapêutico, e podem ser uteis para a produção de xenotransplantes (SELF, et al., 
2018; SONG, et al., 2018). Na agricultura, estudos estão sendo desenvolvidos para 
produzir AGMs resistentes a doenças, produzir alterações desejáveis para as taxas 
de crescimento ou taxa de conversão alimentar, produção de carne mais magra, e 
melhorar as propriedades antimicrobianas do leite para animais recém-nascidos 
(BATERSON, et al, 2001; COUTINHO, et al, 2010; PAULA, et al., 2017). 
A abordagem da engenharia genética em animais envolve diversos tipos 
de tecnologias direcionadas para a produção de AGMs. Esse foco de produção se 
deu a partir dos estudos de Gordon et al.(1980); Gordon e Ruddle, (1981), o qual 
desenvolveu modelos de estudo transgênico em camundongos, que foram depois 
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realizados também em outras espécies. Algumas das metodologias mais 
empregadas para este fim consistem da microinjeção de construtos de DNA em 
oócitos fertilizados; transferência gênica mediada por células tronco embrionárias 
geneticamente modificadas, e a transferência gênica em oócitos e embriões 
mediada por retrovírus (GORDON & RUDDLE 1981, HAMMER et al. 1985, 
GOSSLER et al. 1986, HOFMANN et al. 2003, 2004). Em animais domésticos, como 
bovinos, a transferência nuclear com células somáticas (TNCS, chamada também de 
clonagem animal) geneticamente modificadas tem sido a metodologia de escolha 
(Keefer 2015). 
Os vetores para entrega gênica em células somáticas têm como objetivo 
a alteração gênica. No entanto, as técnicas desenvolvidas para o carregamento de 
genes não têem sido eficientes devido a falhas de transfecção e integração, 
tornando um desafio a produção de vetores seguros e eficazes para a entrega de 
genes alvos. Atualmente, novas alternativas surgiram para a entrega eficiente de 
DNA exógeno, como o uso de vetores não virais, devido sua baixa imunotoxicidade 
(RAMAMOORTH & NARVEKAR, 2015). 
A utilização de nanotecnologias vem crescendo a cada dia e ganhando 
espaço em diversas áreas, tais como indústria têxtil, eletrônicos, agricultura, 
biomedicina, indústria farmacêutica e meio ambiente (TAVARES, 2011; FARIA-
TISCHER e TISCHER, 2012; DÚRAN e MARCATO, 2013; NEVES, 2013). A 
nanotecnologia é considerada como um dos mais importantes avanços nas 
tradicionais áreas do conhecimento e constituem um dos principais focos das 
atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovação em todos os países 
industrializados (AOUADA, 2009). Neste contexto, materiais na escala nanométrica 
podem ser utilizados para o direcionamento de material genético em células 
somáticas, gametas e em embriões (BARKALINA et al., 2015; HASANZADER et 
al.,2016; ZANIBONIA et al., 2016; SILVA et al., 2017; NEAGOE et al., 2012; NUNES 
et al., 2010, MUNK et al. 2016). 
As nanopartículas podem ser um método alternativo de modificação 
genética, uma vez que materiais na escala nanométrica podem ser utilizadas como 
ferramentas para o carreamento de DNA exógeno para dentro de células somáticas, 
Assim, a nanotecnologia pode contribuir em diversas áreas como na produção de 
animais geneticamente modificados e na terapia genica, entre ouros. O presente 
trabalho objetivou sintetizar e avaliar nanopartículas de quitosana visando a 
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produção de um nanocarreador alternativo de DNA plasmidial portando gene 
repórter eGFP (proteína verde fluorescente) em células somáticas. 
 
2. REVISÃO DE LITERATURA  
 
2.1. TRANSFECÇÃO DE CÉLULAS SOMÁTICAS 
 
Células somáticas podem ser transfectadas e selecionadas durante 
cultivo in vitro. Diversas técnicas e com estratégias diferentes estão disponíveis e 





A lipofecção é a técnica que utiliza os lipossomos, capazes de transportar 
genes para o interior das células. Lipossomos são vesículas coloidais microscópicas, 
sua estrutura é formada através da automontagem de lipídios anfifílicos formando 
uma bicamada lipídicas concêntricas, intercaladas por um meio aquoso (Figura 1) 
(TAN et al., 2014a; BALBINO et al., 2012). Esse sistema lipossomal podem 
encapsular substâncias hidrofílicas no compartimento aquoso e substâncias 
lipofílicas inseridas ou absorvidas na membrana. Por serem biodegradáveis, 
biocompatíveis e não imunogênicos são altamente versáteis para pesquisa, 
terapêutica, aplicações alimentares e aplicações analíticas (MORAES et al., 2013; 
TAN et al., 2013). 
 
 
Figura 1: Representação esquemática da estrutura de um lipossoma. Fonte: TORRE & PINHO,2015. 
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Os lipossomas podem ser classificados de acordo com sua composição e 
modo de preparo em unilamelar (Possui apenas uma camada dupla e o tamanho da 
vesícula é de 100nm), multilamelar (mais de uma lamela) e multivesicular (mais de 
um núcleo aquoso) (Figura 2). Quanto ao método preparo podem ser definidos 
como: REV (vesículas obtidas por evaporação em fase reversa), FPV (vesículas 
obtidas em prensa de French) e EIV (vesículas obtidas por injeção de éter) 
(BATISTA, et al., 2007). 
 
Figura 2: Representação esquemática de diferentes tipos de lipossomas (a). microspoía eletrônica de 
transmissão de lipossomas multilamelares (b), lipossomas unilamelares pequenos (c) e lipossomas 
multivesiculares (d). Fonte: TORRE & PINHO, 2015. 
Em 1964 os lipossomos foram caracterizados por Bangham & Horne que 
observaram através do auxílio do microscópio eletrônico à formação de vesículas 
compostas de bicamadas fechadas intercaladas por compartimento de água, 
característica pela qual faz o lipossomo uma ferramenta para o transporte de 
nucleotídeos às células (BALBINO et al. 2012). 
Os primeiros estudos utilizando o lipossomos foi em 1989 realizados por 
Felgner e Ringold que relataram um método de ação para os reagentes com 
lipossomo, baseado na ligação de uma fita de DNA linear em quatro lipossomos. 
Esses fusionam com a membrana celular e o DNA é liberado para o citoplasma 
(Figura 3). Contudo a técnica apresentava algumas desvantagens e lacunas tais 
como o auto custo de lipossomo para formar o complexo, considerar o equilíbrio das 
cargas lipídicas entre as bicamadas interna e externa e não levar em consideração 
as implicações geradas pelas diferenças estruturais entre o DNA linear e o DNA 





Figura 3: Mecanismo de transfecção proposta por FELGNER e RINGOLD (1989). 
Para a eficácia da lipofecção devem ser considerados algumas 
condições, tais como a condensação de DNA na estrutura do lipoplexo e sua 
proteção contra degradação por nucleases intracelulares e extracelulares; adesão 
do complexo DNA-lipídio à membrana celular; internalização do lipoplexo via 
endocitose; desestabilização da membrana endocitótica ou endossómica pelo 
lipoplexo; escape do DNA da endocitose compartimento; transporte de DNA para o 
núcleo; dissociação do DNA do componente lipídico catiônico e expressão gênica 
bem sucedida. As interações entre o lipossomo catiônicos e o DNA acontece por 




A eletroporação consiste em um método físico baseado na entrega gênica 
à célula alvo, oriunda de descargas elétricas de alta tenção necessárias para 
introduzir o material genético, seja DNA ou RNA (Ácido ribonucleico) (POTTER; 
HELLEF,2011). Essa técnica foi estabelecia por Neumam et al. (1982) que ao 
utilizarem descargas elétricas de alta voltagens, percebeu a formação de poros na 
membrana plasmática das células, onde seria possível a passagem de 
macromoléculas para o citoplasma. Entretanto para que essas macromoléculas 
(DNA/RNA) sejam introduzidas nas células são necessárias além da permeabilizarão 
da membrana, outras condições para que isso ocorra. Essas condições são: 
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migração do DNA/RNA em direção a membrana, interação do material genético com 
a membrana, entrada no citoplasma, migração até o núcleo e a passagem através 
do envelope nuclear (ROSAZZA et. al, 2011; WU e YUAN, 2011). 
A eletroporação abrange uma grande variedade de células, incluindo as 
células que são resistentes a outros métodos de transfecção. Podem ser 
empregadas para analisar a expressão transitória de genes clonados e também 
auxilia na descrição de linhagens de células que carregam cópias ligadas ao gene 
de interesse (POTTER; HELLEF,2011).  
Apesar de apresentar alta frequência de transformação e ser considerada 
uma técnica simples em comparação com as demais técnicas, a eletroporação 
possui algumas desvantagens tais como o alto índice de mortalidade das células, o 
tipo e o tamanho das células influenciam nas condições da voltagem. Deve- se levar 
em consideração a concentração de células a serem usadas, uma vez que baixas 
densidades celulares rendem baixa eficiências de transfecção enquanto que altas 
densidades favorecem processos indesejados de fusão entre as células (NEUMAM 
et. al,1982).  
 
2.1.3. TRANSFECÇÃO POR POLYETHYLEMINE (PEI) 
 
A polietilenoimina, ou PEI, é um polímero catiônico característica pela 
qual permite sua ligação com o DNA que possui caga negativa formando complexos. 
Essa propriedade faz com que a PEI seja utilizada para entrega de DNA no interior 
das células sendo considerada um padrão ouro para transfecção in vitro (MOHAN, et 
al., 2012). O tipo de célula alvo, o peso molecular, ramificações, razão N/P entre os 
grupos amina da polietilenimina (N) e os grupos fosfato do ácido nucleico (P), e 
tamanho do complexo, são fatores que influenciam na eficiência da PEI (THOMAS, 
et al, 2005). 
Após a formação do complexo PEI-DNA ocorre a endocitose do complexo 
pelas células, dentro das células estes complexos migram para núcleo, onde o DNA 




Figura 4: Modelo para a incorporação de complexos de PEI/DNA por células aderentes. Fonte: 
DEMENEIX, BEHR, 2005. 
O método PEI apresenta algumas vantagens como a sua baixa 
citotoxicidade para grande parte das células. Porém algumas condições devem ser 
levados em consideração para que a PEI seja realizada de forma obter níveis 
satisfatórios de transfecção, entre elas deve-se estabelecer qual a concentração de 
PEI é a mais adequada, além de qual o tempo de incubação necessário para a este 
polímero ultrapassar a membrana citoplasmática das células (SILVA, 2017). 
 
2.2.  MICROINJEÇÃO PRÓ- NUCLEAR  
A microinjeção pró-nuclear é uma técnica que no princípio foi 
desenvolvida em camundongos e envolve a introdução direta de um construto de 




Figura 5: Técnica de microinjeção. Fonte: BERTONCINI, 2009. 
Para desenvolvimento da técnica geralmente um plasmídeo é construído, 
no qual um gene ou um cDNA de interesse são colocados sob controle de um gene 
heterólogo promotor, que será responsável pela expressão do transgene. A 
transfecção ocorre por meio da microinjeção desse cassete transgênico dentro do 
pro-núcleo de um oócito fertilizado (zigoto). Em seguida, esse DNA exógeno vai se 
integrar de forma aleatória e geralmente na forma de blocos, podendo conter 
múltiplas cópias do fragmento de interesse (SOSA et al, 2010). Após 
desenvolvimento desse embrião até a fase de blastocisto, o mesmo é transferido 
para um animal receptor, gerando possivelmente um animal transgênico. Esse 
animal é caracterizado como hemizigoto, pelo fato do DNA exógeno estar presente 
em apenas um dos cromossomos, não existindo nenhum alelo correspondente no 
cromossomo homólogo.  
Entre as vantagens, pode-se considerar este método como sendo 
simples, porém laborioso, na qual a transfecção ocorre de forma mais direta. Além 
disso, não existe um limite ao certo em relação ao tamanho do inserto de DNA a ser 
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utilizado na técnica, porém sabe-se que fragmentos maiores integram em menor 
quantidade de cópias. E a técnica pode ser aplicada em uma vasta variedade de 
espécies, como coelhos (CHRENEK, 2017), vacas (YUM et al, 2016), peixes 
(AVSAR-BAN et al, 2013), camundongos (MASHIKO et al, 2013), entre outras.  
Em relação às desvantagens, como citado anteriormente a técnica é 
considerada laboriosa, pois os zigotos devem ser contidos com auxílio de uma 
micropipeta e seus pronucleos microinjetados um de cada vez de forma manual ou 
automática (CHRENEK, 2017). Em determinadas espécies, como bovinos e suínos, 
o pronúcleo não está visível, requerendo maiores manipulações.  Além disso, é 
possível que o inserto integre-se em um local que não permita sua devida 
expressão, ou então que ele cause alguma mudança nos processos fisiológicos do 
animal. É possível também que durante a realização da microinjeção o DNA dos 
animais progenitores seja prejudicado, o que implicará em falhas no 
desenvolvimento do embrião. Outra limitação consiste da impossibilidade de 
aplicação da técnica em estágios mais avançados do desenvolvimento embrionário 
e também de ocorrer, ocasionalmente, a integração do fragmento em mais de um 
local e em mais de uma cópia, o que refletirá em um padrão variável de expressão 
do transgene na prole (WAKCHAURE et al, 2015).  
Dentro desse contexto, a microinjeção pro-nuclear apesar de ter a grande 
vantagem de poder ser aplicada em diversas espécies ela também conta com uma 
baixa taxa de sucesso na produção de animais transgênicos, em torno de 3 a 5% 
(CLARK E WHITELOW, 2003). Outro fator correlacionado que também prejudica a 
adoção e aplicação da técnica consiste no requerimento de equipamento de 
micromanipulação. 
 
2.3. CLONAGEM ANIMAL (Transferência nuclear com células somática). 
Associada a produção in vitro de embriões, a produção de animais 
domésticos transgênicos foi estimulada pelo advento da clonagem animal realizada 
com linhagens de células somáticas doadoras de núcleo modificadas 
geneticamente. O primeiro exemplo foi em 1997, com o nascimento de duas ovelhas 
clones transgênicas para o fator IX de coagulação humano (SCHNIEKE et al., 1997), 
nascidas logo após a ovelha Dolly (WILMUT et al., 1997). O maior benefício da 
técnica é permitir o uso de células que foram adequadamente selecionadas com a 
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manipulação genética desejada e assim garantir a presença da construção gênica 
em toda a prole, evitando a produção de animais quimeras ou portadores de 
modificações indesejáveis resultantes da inserção aleatória do inserto em regiões 
codificantes do genoma (BRESSAN et al, 2013). 
Contudo, a clonagem é considerada uma técnica complexa devido as 
diferentes metodologias utilizadas gerando uma ampla variação dos resultados no 
que diz respeito ao desenvolvimento embrionário in vitro até o pós-nascimento. No 
geral a técnica apresenta as seguintes etapas: retirada do núcleo do oócito receptor 
denominada enucleação, preparação e transferência do núcleo da célula doadora 
para espaço perivitelino, fusão entre as membranas do oócito e da célula, ativação 
do complexo reconstruído, cultivo temporário dos embriões reconstruídos e 
transferência para a receptora ou armazenagem em nitrogênio líquido (NIEMANN et 
al., 2008). 
  
Figura 6: Etapas da técnica de clonagem. Fonte: TRECENTI & ZAPPA. 2013. 
A conversão de células somáticas em um estado de totipotência através 
da reprogramação celular é uma importante etapa para o sucesso da clonagem 
animal e consequente produção de animais clones (LIANG et al., 2018). Contudo 
sua eficiência é baixa devido a problemas como uma falha na reativação 
transcripcional dos genes embrionários durante a reprogramação celular do núcleo 
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doador somático (AKAGI et al., 2013; KIM et al., 2012) resultando em baixa taxa de 
nascimento e sobrevida nos primeiros meses após nascimento (POWELL et al., 
2004).  
A SCNT foi demostrada previamente em anfíbios Briggs e King (1952) e 
Gurdon et al. (1958), onde permitiu analisar a habilidade do núcleo oocitário em 
reprogramar totalmente o núcleo da célula somática à totipotência. Essa técnica 
apresenta algumas limitações tais como: dilemas sociais em aceitar produtos da 
pecuária clonada e seus descendentes na cadeia alimentar, alto custo do 
desenvolvimento da técnica (US $ 15.000 a US $ 20.000 cada) e baixa taxa de 
sucesso (MOORE & HASLER, 2017). 
 
 
2.4. TRANSFERÊNCIA DE GENES MEDIADA POR CÉLULAS TRONCO 
EMBRIONÁRIAS 
Essa tecnologia foi desenvolvida em torno do ano 1980 com os trabalhos 
de GOSSLER et al (1986). As células tronco, são células pluripotentes, sendo 
caracterizadas por serem indiferenciadas, mantendo a capacidade de se diferenciar 
em qualquer tipo de tecido durante o desenvolvimento embrionário. O princípio desta 
técnica consiste em retirar células da massa celular interna de um blastocisto, que 
são células ainda indiferenciadas, e introduzir DNA exógeno de interesse. Em 
seguida, essas células são reintroduzidas em determinado embrião ainda em 
estágio inicial de desenvolvimento para colonizar os tecidos e esse embrião então é 
transferido para o útero de um animal receptor que será responsável pelo seu 
desenvolvimento até o nascimento. O embrião gerado corresponderá a um animal 
quimera, ou seja, um animal composto por duas populações celulares 
geneticamente distintas entre elas (LEVINE E GRABEL, 2017). A partir desse animal 
quimera, são realizados cruzamentos para que então possa ser obtido um animal 
transgênico, e a partir disso a modificação genética pode ser propagada como parte 
do genoma do animal criando linhagens específicas para a modificação de interesse 




Figura 7: Transferência de genes mediada por células tronco embrionárias: Fonte: EIBE (1998). 
Esta metodologia teve uma aplicação expressiva na produção de animais 
knockouts, na qual um vetor era construído com o objetivo de permitir a precisa 
remoção de um ou diversos énxons de um gene, levando a ausência de produção 
da proteína final ou de uma produção não funcional da proteína, que foi 
especialmente importante em estudos de expressão gênica em processos de 
desenvolvimento (WAKCHAURE et al, 2015). Além disso, a técnica também foi 
utilizada na modificação de genes criando apenas uma única mudança de 
nucleotídeo, produzindo o animal knockin. (SOSA et al, 2010).  
Portanto, algumas das vantagens oferecidas por esta técnica incluem o 
uso de gene targetting, possibilitando a inserção de DNA direcionada a um local 
específico, induzindo a remoção de um dos genes originais da célula e substituí-lo 
por uma outra versão modificada do mesmo gene. Além disso, também é possível 
detectar as células que incorporaram o transgene ainda nos estágios iniciais, pois os 
vetores carreiam genes de resistência de antibiótico ou sensibilidade, facilitando a 
seleção apenas de células recombinantes (WAKCHAURE et al, 2015). Gene de 
resistência para neomicina fosfotransferase (neo), fosfotransferase da higromicina 
(hph), puromicina Nacetiltransferase (puro) e xantina/guanina fosforribosiltransferase 
(gpt) estão entre os genes mais comumente usados como marcadores (SOSA et al, 
2010). 
 Além disso, pode-se citar também a detecção precisa de mutações no 
gene através da recombinação homóloga e a maior eficiência das células tronco 
embrionárias de realizarem esse processo em comparação as demais células 
(WAKCHAURE et al, 2015).  
Em relação às desvantagens, a metodologia apresenta limitação de ser 
aplicada apenas em pequenos roedores, visto que nenhuma linhagem competente 
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de células tronco embrionárias foi descrita para outra espécie de mamífero, mas 
ainda são estudados maneiras de estabelecer linhagens de células de ruminantes a 
partir das experiências e conhecimentos obtidos através do isolamento e 
manutenção de células humanas (CALIÓ, 2017). 
 Em contraste com a técnica de microinjeção pró-núclear, em que 
diversas cópias de um mesmo fragmento de transgene são inseridas aleatoriamente 
no genoma, nessa técnica o gene de interesse é modificado em seu local original no 
cromossomo. Portanto, o nível de expressão do gene alvo que foi modificado terá o 
mesmo padrão de expressão do gene original. 
 
2.5. TRANSFERÊNCIA GÊNICA MEDIADA POR LENTIVÍRUS 
A metodologia de transferência gênica em embriões mediada por 
retrovírus teve início baseada nos achados de JAENISCH em 1976. Os lentivírus 
são membros da família Retroviridae, que são caracterizados pelo uso da 
transcriptase reversa viral e integrase para inserção estável da informação genomica 
viral no genoma do hospedeiro (SAKUMA et al, 2012).  
Existem dois diferentes sistemas de vetores retrovirais: o γ-retroviral, que 
são vetores derivados de vírus da leucemia murina (MLV) e os vetores Lentivirais 
(LV) derivados principalmente do vírus da imunodeficiência humana (HIV), sendo 
esse o mais utilizado hoje pelo fato das partículas Lentivirais serem capazes de 
promover a integração genômica mesmo em células que não estão se dividindo e 
realizam essa infecção lentamente, o que torna o processo menos citotóxico e de 
maior viabilidade para produção in vitro. Além disso, seu padrão de integração, 
diferentemente dos vetores derivados do MLV, tendem a apresentar menor risco em 
relação à mutação no local de inserção e também são capazes de produzir maior 
título de vetores quando comparado aos MLV (MERTEN et al, 2016).  
O HIV tem um genoma de RNA de sentido positivo de cadeia simples de 
aproximadamente 9 kb de comprimento que codifica nove proteínas virais. Os três 
maiores janelas de leitura aberta codificam suas três principais proteínas estruturais: 
Gag, Pol e Env. O gene gag codifica proteínas do núcleo viral. O gene pol codifica 
um conjunto de enzimas necessárias para a replicação viral e o env codifica a 
glicoproteína de superfície viral gp160 (TISCORNIA et al, 2006).  
Os vetores Lentivirais originados do HIV utilizados em pesquisa são da 
terceira geração e compostos por quatro plasmídeos: um deles composto pelos 
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genes gag e pol, responsável pela formação de proteínas estruturais e enzimas 
virais, outro expressando o gene rev, que codifica um regulador pós-transcripcional; 
outro carreando o gene env codificando a glicoproteína do vírus da estomatite 
vesicular (VSV-g) do envelope, devido sua estabilidade durante o processamento e 
seu grande espectro de transdução, e um último plasmídeo consistindo do cassete 
de expressão do transgene, associado a um promotor heterólogo (SAKUMA et al, 
2012; MERTEN et al, 2016).  
Para aumentar a segurança, os vetores de terceira geração também 
tiveram a região promotora (U3) de 3’ LTR removida para adicionar a propriedade 
SIN (Self inactivating), diminuindo assim o risco de replicação de Lentivirais 
competentes e diminuindo a interferência do promotor (ESCORS E BRECKPOT, 
2010). 
Entre as vantagens apresentadas pelo trabalho com Lentivirais pode-se 
citar a facilidade de execução técnica do sistema, assim como a ocorrência da 
integração genômica (KAESTNER et al, 2015), o que permite a propagação do 
transgene de forma estável para as gerações subsequentes por longo período e com 
uma expressão constante, como já foi observado no trabalho de 
CHANDRASHEKRAN et al (2014) em que foi demonstrada a expressão da proteína 
GFP em uma gama de tecidos murinos por até três gerações. Além disso, o sistema 
de transfecção mediada por lentivírus também apresenta a vantagem para trabalhar 
com células eucarióticas, visto que o mecanismo de infecção é lento trazendo menor 
toxicidade para as células, e também com a nova engenharia utilizada na terceira 
geração de vetores garante a menor probabilidade de recombinação genética entre 
os vetores, aumentando maior segurança durante a sua manipulação e aplicação. 
 Já em relação às desvantagens do sistema, a principal limitação envolve 
o tamanho limitado do transgene utilizado para inserção, sendo mais indicado 
trabalhar com tamanhos de até 10kb (CLARK E WHITELOW, 2003; SOSA et al, 
2010). O tamanho utilizado geralmente é inversamente proporcional à quantidade de 
transgenes integrados. Outro fator pertinente consiste no fato que a inserção do 
transgene possa ocorrer apenas em uma parte das células ou tecidos e também a 
expressão do material genético possa sofrer interferência das sequências virais 






Um dos principais eixos inseridos recentemente nas atividades de 
pesquisa é o uso das nanotecnologias, sendo considera uma promessa para o 
século XXI com aplicações na indústria de cosméticos, eletrônicos, farmacêutica, 
médica, agronegócio, despoluição ambiental e outras (AOUADA, 2009). Na 
nanotecnologia os materiais utilizados apresentam escalas manométricas de 1 a 100 
nanômetros, que é considerado o mesmo que um bilionésimo de metro, ou seja, 10-
9 m (Figura 8) (NEVES, 2013). No entanto, na área farmacêutica e biomédica 
partículas de até 100nm são considerados nanomateriais (WONG et al, 2017). 
 
 
Figura 8: Escala manométrica. Fonte WONG et al, 2017. 
 
O termo nanotecnologia surgiu em meados de 1974 essa palavra vem do 
grego onde nano significa anão fundido com tecnologia. Apesar de estar em seu 
estágio embrionário vem sendo muito utilizadas por empresas e em pesquisas como 
mencionado anteriormente (LIMA, 2014). 
A nanotecnologia envolve a participação de várias áreas, sendo assim 
considerada multidisciplinar abrangendo profissionais como físicos químicos, 
engenheiros e farmacêuticos (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008). Com a 
nanotecnologia surge um novo nível de domínio da matéria, o que permite criar 
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novas estruturas organizadas a partir da escala molecular, dotadas de novas 
propriedades físico-químicas (GALEMBECK; RIPPEL, 2004). 
Recentemente países como os Estados Unidos, seguidos da Alemanha e 
Japão tem investido grandes quantias em dinheiro no desenvolvimento de 
nanotecnologia com o intuito de fabricar novos materiais e desenvolver novos 
produtos e processos baseados na crescente capacidade tecnológica moderna de 
manipulação atômica e molecular, com destaque para o Japão e os Estados Unidos 
como líderes no ranking dos investimentos. (PASCHOALINO et al., 2010; NOVAES, 
2016). 
 
2.6.1. NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS 
Biopolímeros é o nome dado aos polímeros usados como biomateriais e 
podem ser de origem natural ou sintética, biodegradáveis ou não. Eles possuem 
características específicas para aplicações in vivo, sendo compatíveis com a 
diversidade e complexidade destes ambientes. Biopolímeros por serem biomateriais, 
têm função de interagir com sistemas biológicos para permitir avaliação, tratamento, 
aumento ou substituição de órgãos ou funções do corpo (GHORMADE et al.,2011; 
TIAN et al., 2011). 
As nanopartículas poliméricas podem ser classificadas em nanocápsulas 
ou nanoesferas (Figura 9). Elas se diferenciam quanto a sua composição e 
organização estrutural. As nanocápsulas são definidos como sistemas reservatórios, 
possuem um invólucro polimérico disposto em volta de um núcleo oleoso, sendo 
possível a identificação de um núcleo diferenciado, que pode ser sólido ou líquido 
(COSTA, 2013) As nanoesferas, não apresentam óleo em sua composição, e sua 
matriz é mais homogênea, sistema matricial, onde não é possível identificar um 
núcleo diferenciado (AZEVEDO, 2003; AOUADA, 2009). 
 




Para fins de  careadores de moléculas bioativas a utilização de 
nanoparticulas oferece diversas vantagens tais como: proteção do elemento que 
está sendo carregado, direcionamento a sítios específicos, estabilidade física e 
biológica suficiente para reter o elemento e promover a liberação controlada, boa 
tolerabilidade dos componentes, simplicidade do processo de formulação e 
possibilidade do escalonamento do processo (CERIZE,2012; ASAI,   2012). Devido a 
reduzida solubilidade e biodisponibilidade cerca de 40% das moléculas 
farmacologicamente ativas descobertas não são aproveitadas. Para solucionar esse 
problema são utilizados carreadores micrométricos e nanométricos, capazes de 
modularem a liberação com alto grau de reprodutibilidade, sendo uma altenativa 
altamente eficaz (VILLANOVA et al., 2010). Na área farmacêutica e biomédica, para 
que seja considerada uma nanopartícula o tamanho da mesma tem que ser menor 
que 1µm (STAMFORD-ARNAUD, 2012). 
Nanocarrecadores são nanoestruturas associadas ou envolta a uma 
substância ativa (nanomedicamento) que possuem diâmetro entre 10 e 800 nm e 
são capazes de transportar e direcionar este nanomedicamento a um alvo específico 
do organismo no qual deve agir, executando uma liberação controlada. Esses 
nanocarreagores podem ser formado por: nanopartículas metálicas; nanopartículas 
de cerâmica, micelas; vesículas; lipossomos; dendrímeros, nanopartículas virais, 
conjugados fármaco-polímero; conjugado proteína-polímero, nanotubos de carbono, 
entre outros (VILLANOVA et al., 2010; CERIZE, 2012). 
As NPs poliméricas podem ser obtidas através da síntese de polímeros 
sintéticos ou naturais. Os poliacrinatos e policaprolactona (PCL) são ditos como 
polímeros sínteticos, já a gelatina, albumina e a quitosana são considerados 
polímeros naturais (AOUADA, 2009). 
Entre as NPs poliméricas, a quitosana é um material que vem se 
destacando e sendo muito utilizada (DAMIAN et al., 2005; BRUNEL et al., 2009; 
JONASSEN et al., 2012; BERILLO et al., 2014). Uma grande variedade de métodos 
de síntese e aplicações de nanopartículas de quitosana é encontrada na literatura 
sendo a mais utilizada a tecnica de gelatilização ionotropica ( BORGES et al.,2007; 






A quitosana é um polissacarídeo natural formada por unidades de N-
acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, unidas por ligações β-1,4, formando uma 
longa cadeia linear (CASETTARI et al., 2012; NEVES, 2013; GANGULY et al., 
2014), é obtida através da desacetilação da quitina,por isso suas estruturas são bem 
semelhantes (Figura 10). Para o processo de desacetilação da quitina muitas 
reações consecutivas são necessárias, por isso, a sua completa desacetilização é 
pouco frequente. Por isso, a quitosana possui em torno de 50-60% de grau de 
desacetilação. A diferenciação ente a quitina e a quitosana é fornecida pela 
solubilidade, já que a quitosana é solúvel em soluções aquosas diluídas de vários 
ácidos (ácido acético e clorídrico são os mais empregados).E a quitina  apresenta 
uma limitada solubilidade (CAMPANA-FILHO et al., 2007). Esse processo de 
desacetilação pode ser realizado através de processos químicos ou microbiológicos 
(utilizando enzimas específicas ou microorganismos) (BLANCO, 2015).  
 
Figura 10: Desacetilação da quitina formação da quitosana. Fonte: OLIVEIRA JUNIOR, 2006. 
 
A quitina é o polissacarídeo mais abundante e largamente distribuído na 
natureza, (CANELLA; GARCIA, 2001), e é encontrada no exoesqueleto dos 
crustáceos, insetos, artrópodes e na parede celular de fungos especialmente nas 
espécies do gênero Mucor (DAMIAN; BEIRÃO; TEIXEIRA, 2005). A quitosana e a 
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quitina por possuirem característica atóxicas, biodegradáveis, biocompatíveis e por 
serem produzidos por fontes naturais renováveis chamam a atenção dos 
pesquisadores, com isso suas propriedades vêm sendo exploradas em aplicações 
industriais e tecnológicas há quase 70 anos (AOUADA,2009). 
A quitosana possui algumas propriedades que podem variar amplamente, 
tais como: pureza, viscosidade, grau de desacetilação, peso molecular e estrutura 
polimorfa devido às diversas variáveis de processamento, entre elas, temperatura, 
tempo de reação e composição dos reagentes, influenciando as características do 
produto final. Preparações comerciais de quitosana têm valores com peso molecular 
entre 10 a 4 e 10 a 5 Dalton (KUMAR, 2000). 
O grau de desacetilação é uma das características mais importantes da 
quitosana. Ele determina o conteúdo de grupos amínicos livres no polissacarídeo 
diferenciando-o da quitina e influenciando principalmente a sua solubilidade. 
Comercialmente as quitosanas disponíveis tem uma média peso molecular variando 
entre 3800 e 20.000 daltons e 66% a 95% deacetiladas. (AGNIHOTRI; 
MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). Para conhecer o teor de grupos N-
desacetilados e, consequentemente, de grupos -NH2 presentes na cadeia polimérica 
das amostras de quitosana é necessário determinar as propriedades deste 
polissacarídeo que está fortemente relacionado com este parâmetro. A medida que 
a reação de desacetilação, os grupamentos acetamido (-NHCOCH3) da quitona são 
transformados, em graus variados, em grupos amino (NH2), dando origem a 
quitosana. (GOY, 2004).  
A caracterização do grau de desacetilação é fundamental já que permite o 
uso do biomaterial nas suas várias formas de aplicações como micropartículas, géis, 
membranas e como veículo de liberação de fármacos (LARANJEIRA; 2009). 
Algumas técnicas podem ser utilizadas para medir o grau de desacetilação da 
quitosana, tais como: titulação condutométrica e potenciométrica (LAUS et al., 
2010), análise elementar (ANTONINO, 2007), espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e de carbono (RMN 13C) (GARCIA et 
al., 2008), espectroscopia de absorção na região do infravermelho (ROSA, 2009), 
cromatografia gasosa (DAMIAN et al., 2005), cromatografia de permeação em gel, 





Figura 11:  Esquema da obtenção de quitina e quitosana. Fonte: AOUADA, 2009. 
Para realizar a caracterização da massa molar da quitosana alguns 
métodos podem ser empregados como cromatografia de permeação em gel 
(METHACANON et al., 2003), cromatografia de exclusão por tamanho (NGUYEN et 
al., 2009) e viscosimetria capilar (CANELLA e GARCIA, 2001). Sendo esta última, 
uma das técnicas mais empregadas para determinar a massa molar de polímeros 
em soluções diluídas, pelo fato de ser uma tecnica que não exige uma aparelhagem 
complexa e de alto custo. Esses parâmetros como o grau de desacetilação e o peso 
molecular influenciam na formação do complexo quitosana/DNA (KÖPING-
HÖGGÅRD et al., 2004). 
A quitosana apresenta propriedades biológicas que possibilitam sua 
















Agente antimicrobiano e conservante;  
Aceleração da absorção de Cálcio e Ferro;  
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Efeito protetor contra infecções bacterianas;  
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2.6.3. GELIFICAÇÃO IONICA 
 
A quitosana apresenta habilidade de formar sais na presença de acidos 
fazendo com que ela seja reativa e solúvel (CAMPOS et al. 2004), podendo assim 
gelatinizar em contato com poliânions  específicos, (QI et al, 2004; QI et al, 2005; DU 
et al,2008; DU et al, 2009; DUDHANI e KOSARAJU et al, 2010). Devido a sua 
simplicidade a tecnica de gelatinização ionotropica vem sendo muito utilizadas na 
produção de nanopartícilas. 
O processo consiste na adição dos componentes em temperatura 
ambiente nas diferentes fases. Neste contexto tratase de uma fase alcalina (pH 7-9) 
contendo tripolifosfato (TPP) que é adicionada lentamente em uma fase ácida (pH 4-
6) contendo quitosana. As NPs são formadas espontaneamente após a mistura das 
duas fases através de ligações inter e intramoleculares formadas entre os fosfatos 




Figura 12:  Processo geral de gelificação iônica. Fonte: LIMA, 2013 
 
 
Figura 13: Processo de Gelificação iônica da quitosana com tripolifosfato de sódio. Fonte: NEVES, 
2013 
O TPP tem a capacidade de formar géis com a interação de suas cargas 
negativas e a dos grupos aminos da quitosana (Figura 14) e por se um polieletrólito 
atóxico é usado para a formação da NPs. A densidade de carga da quitosana e do 
TPP podem ser utilizadas para controlar esta interação, a qual depende 




Figura 14:  Interação entre as cargas negativas do TPP e a dos grupos aminos da quitosana. Fonte: 
BERGER et al., 2004 
O método de gelificação iônica  apresentam vantagens para a obtenção 
de NPs, tais como: obtenção espontanêa das nanopartículas sob condições de 
controle amenas que não envolvem altas temperaturas, utilização de solventes 
orgânicos ou técnicas de sonicação e os componentes utilizados são de baixo custo 
e de fácil acesso (CALVO et al., 1997). 
A manipulaçãoe o controle da formação de NPs de quitosana-TPP de alto 
rendimento com tamanho nanométrico e densidade de carga predeterminada, pode 
ser obtida através da variação das condições do processo como concentração de 
quitosana, razão em massa de quitosana e TPP e valores de pH (AOUADA, 2009). 
 
3.6.4. CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTICULAS 
 
3.6.4.1. ESPALHAMENTO DE LUZ DINÂMICO (DLS) 
 
O espalhamento dinâmico de luz (DLS), é uma tecnica baseada no 
movimento Browniano e no efeito Doppler induzido por um feixe de laser, que 
permite determinar o tamanho, distribuição de tamanho e forma das partículas em 
suspensão (BABICK, et. al, 2012; LIU, et. al, 2015). Um laser monocromático inside 
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sobre uma suspensão de partículas em movimento browniano, isso faz com que as 
particulas fiquem exitadas criando uma mudança Doppler (diferença da luz difusa 
com a luz não difundida), fornecendo informações sobre o tamanho, a distribuição, a 
forma e a estrutura das partículas. O movimento browniano é inversamente 
proporcional ao tamanho da patícula, quanto maior o diâmetro da partícula menor 
será o movimento browniano (CUMMINS,KNABLE,YEH,1964; WEBER e 
SCHWEIGER, 1998). 
O Potencial Zeta está relacionado com as cargas presentes na superfície 
das partículas denominado potencial elétrico, sendo calculado pela medida do 
potencial elétrico aplicado na superfície de cisalhamento. Essa superfície está 
relacionada ao fato de que quando as partículas estão em um meio aquoso 
possuem uma caga superficial que forma uma camada diferente do meio 
dispersante, e ao se movimentarem (movimento browniano) os íons próximos a sua 
superfície dentro do limite da camada se movem juntamente com a partícula. 
Contudo, os íons que estão fora dessa camada não irão se mover com a partícula, 
originando a denominada superfície de plano hidrodinâmico de cisalhamento 
(MORAES, 2009; PAPINI, 2003) (Figura 15). 
 
 





3.6.4.2. MICROSCOPIA DE FORÇA ATÔMICA (AFM) 
 
O Microscópio de Força Atômica surgiu para suprir as barreiras do 
microscópios de varredura por sonda (STM) quanto à condutividade das amostras 
que podem ser analisadas. A Microscopia de Força Atômica tem como princípio 
fornecer imagens de pequenas áreas, da ordem de 5 nm² mostrando-se apenas 40 
ou 50 átomos, ou ainda, imagens com 100 µm² ou maiores podem ser medidas, 
mostrando-se as formas de dúzias de células vivas ao mesmo tempo, é possível 
estudar também todo o tipo de material isolante, já que este não utiliza corrente de 
tunelamento, mas forças de interação atômica, para produzir imagens microscópios 
de varredura por sonda (PINTO et al.,2013). 
AFM é uma técnica que apresenta diversas vantagens tais como: alta 
resolução, imagens em 3 dimensões, sem a utilização de material condutor para 
recobrir a amostra, fácil preparação da amostra, possibilita a quantificação direta da 
rugosidade da amostra, permite a medida da espessura de filmes ultrafinos sobre 
substratos e análise por fractal. É possível fazer imagens da superfície imersa em 
líquidos etc. Para a determinação e fornecimento novos materiais essas vantagens 
que a AFM são extremamente importantes para áreas como a Ciência dos Materiais 
e a Engenharia dos Materiais entre outras (NUNES,2017). 
A técnica da AFM consiste na aproximação da ponta sobre a amostra (a 
uma distância da ordem de alguns angstroms), ocorre a interação primeiro átomos 
da ponta com os átomos que compõe a superfície da amostra. Durante a varredura, 
a haste sofre deflexões por causa da interação atômica, desviando o laser que 
incide sobre ele (Figura 16). O laser é detectado por um fotodiodo que envia essas 
informações de desvio da haste para o controle de realimentação que ajusta a 
posição da amostra (e/ou da ponteira) e para o computador onde é construída a 




Figura 16:  Ilustração princípio do funcionamento do AFM. Fonte: HAUGSTAD, 2012. 
 
3.6.5. NANOTOXIDADE 
A nanotoxicologia é um ramo emergente da nanotecnologia e da 
toxicologia, conhecida como a ciência que estuda os efeitos de nanomaterais em 
organismos vivos,  e a elucidação da relação entre as propriedades físico-químicas 
(como o tamanho, a forma, o revestimento, a composição e a agregação) de 
nanopartículas e a sua toxicidade (FISCHER; CHAN, 2007). 
 O aumento do uso de NPs para aplicações industriais e biomédicas, bem 
como em produtos de consumo, resultou em  sérias preocupações quanto à sua 
segurança para saúde humana e meio ambiente. Como há a possibilidade das NPs 
penetrarem em tecidos, células e organelas, devido ao seu tamanho reduzido, este 
materiais podem causar  causar efeitos indesejáveis na saúde. Em particular, os 
nanomateriais podem afetar negativamente as partes suscetíveis da população, 
contaminar o meio ambiente, resultando em consequências deletérias imprevistas. 
Contudo essa interação não é indiscriminada, pois depende das propriedades físico-
químicas das NPs bem como da identidade de moléculas funcionais presentes na 
sua superfície. Com isso cria-se um grande interesse em compreender os 
mecanismos que revelam o comportamento e o destino (biodistribuição) das NPs 
após introdução no organismo humano, para assim desenvolver nanossistemas 
adequados para veículo de fármacos  e prevenir potenciais efeitos tóxicos (FADEEL; 
BENNETT, 2010). 
As NPs podem ser absorvidas pelo corpo através da  inalação, ingestão 
ou através de  penetração dérmica e as diferenças nas propriedades físico-químicas 
entre NPs e partículas maiores determinam seu comportamento como aerossol, sua 
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biodistribuição no corpo após a translocação do portal de entrada, suas interações 









Tabela 2: Nanoparticulas versus partículas maiores: características, biocinética e efeitos (trato 
respiratório como portal de entrada). Fonte: OBERDORSTER, 2009 
 Nanopartículas (<100 nm)  Partículas maiores (> 500 nm) 
Características gerais   
Ratio: número / área de superfície por 
volume 
Alto Baixo 
Aglomeração no ar, líquidos Provável (dependente do 
meio: superfície) 
Menos provável 




ao longo do trato respiratorio. 
Adsorção de proteínas lipídios ⁄ in vitro. 
Translocação de órgãos-alvo secundários 
Sim; importante para 
biocinética 
Menos eficaz 
Autorização Sim  Geralmente não (para fígado 
sob 'sobrecarregado') 
Mucociliar Provavelmente sim Eficiente 
ALV. macrófagos Pobre Eficiente 
Células epiteliais Sim  Principalmente sob sobrecarga 
Circulação linfática Sim   Sob sobrecarga 
Circulação sanguínea Sim  Sob sobrecarga 
Neurônios sensoriais (absorção + 
transporte) 
Sim  Não 
Adsorção de proteínas lipídios ⁄ in vivo Sim  Alguns 




Mitocôndrias Sim  Não 
Núcleo Sim (<40 nm) Não 




Em órgãos-alvo secundários Sim  Sim 
No portal de entrada (tracto resp.) Sim   Sim 
Inflamação Sim  Sim 
Stress oxidativo Sim  Sim 
Ativação de vias de sinalização Sim  Sim 
Genotoxicidade primária Alguns Não 
Carcinogenicidade Sim  Sim 







3.1. Objetivo geral  
Sintetizar e caracterizar NPs de quitosana carreando DNA plasmidial 
portando gene repórter GFP como método alternativo de transfecção de células 
somáticas. 
 
3.2. Objetivos específicos 
• Avaliar a síntese de NPs de quitosana; 
• Caracterizar o tamanho e o potencial Zeta das NPs de quitosana; 
• Avaliar a complexação das moléculas de DNA plasmidial às NPs de quitosana; 
• Investigar a capacidade das NPs de quitosana atuarem como carreadores na 
transfecção de DNA plasmidial em células humanas (HEK293-Human Embryonic 
Kidney 293 cells); 
• Avaliar a citotoxicidade do nanosistema (DNA plasmidial complexado às NPs 

















4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1.  DENILEAMENTO EXPERIMENTAL 
O presente estudo foi realizado na Embrapa Gado de Leite no laboratório 
de Reprodução Animal e no laboratório de Nanotecnologia, constituídos de quatro 
etapas principais como mostras a figura 17.  
 
Figura 17: Desenho geral dos estudos de transfecção gênica utilizando nanopartículas de quitosana 
em diferentes modelos biológicos> HEK 293. 
4.2. CLONAGEM E EXTRAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL 
 
Primeiramente foram selecionados alguns plasmídeos que foram 
disponibilizados pelo laboratório de Reprodução animal da Embrapa Gado de Leite, 
em seguida foram submetidos ao ensaio de eletroforese em gel de agarose 
utilizando 2µl do tampão de carregamento (Loading dey, Promega) 1µl do padrão 
composto de fragmentos de DNA conhecidos (1kb plus, Invitrogen), 1µl da amostra 
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contendo o plasmídeo. Os plasmídeos utilizados foram os seguintes: PEF-GFP, 









Tabela 3: Descrição dos plasmídeos utilizados, quanto a seu tamanho, proteína que expressa e 
enzima de restrição. 
Plasmídeo Proteina Enzima de restrição  Tamanho 
PEF-GFP GFP Not I 5051 bp 
PSZ-GREEN szGREEN Not I 3330 bp 
PAC-GFP GFP XbaI 5400 pb 
PGK-GFP GFP XhoI 7486 bp 
PCMV-GFP GFP Not 1 4479 bp 
PLL 3.7 GFP Not I 7649 bp 
 
A clonagem foi realizada utilizando uma estirpe de E. coli Stbl3 e sua 
transformação com os plasmídeos foram realizadas segundo o método de choque 
térmico (FURLANETO, 2006). A eficiência da transformação foi avaliada usando o 
Kit Invitrogen™ One Shot™ Stbl3™, segundo recomendações dos fabricantes. As 
bactérias foram descongeladas em gelo, em seguida, adicionou-se 5µl (100 ng) do 
plasmídeo em um frasco contendo a solução de bactéria. Após 30 minutos, a 
bactéria foi submetida ao choque-térmico a 42°C por 45 segundos e mantida em 
gelo durante 2 minutos. Posteriormente, o meio de transformação foi adicionado e as 
bactérias foram mantidas a 37°C no shaker por uma hora. Na sequência, as 
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bactérias foram cultivada sem placas em meio LB ágar (Luria Bertani). As placas 
foram incubadas a 37°C overnight. Então, uma colônia isolada foi selecionada e 
transferida para o meio LB que foi incubado a 37°C no shaker overnight. Uma 
alíquota da bactéria foi congelada a – 80°C e a outra foi usada para a extração do 
plasmídeo. 
A extração do DNA foi realizado seguindo o protocolo do kit QIAprep® 
Spin Maxprep, de acordo com as recomendações do fabricante.  O sedimento de 
DNA obtido foi resuspendido em TE (Tris-EDTA) - ph 8,0, e armazenado em -20ºC 
até o uso. Foram feitas alíquotas de 1µl para a quantificação no Espectrofotômetro 
(Nanodrop). 
A análise da integridade e grau de pureza do plasmídeo selecionado, foi 
feita através da eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) utilizando o ensaio de 
restrição com a enzima Not 1 (Jene bioscience). 
 
4.3.  SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA 
As NPs livres foram sintetizadas pelo método de gelificação iônica 
(CALVO et al., 1997), baseado na interação eletrostática entre grupamentos amino 
catiônicos da quitosana (cátion NH3+) e os fosfatos do TPP, carregados 
negativamente permitindo assim a formação de nanopartículas esféricas (FAN et al., 
2012). 
Os materiais e reagentes utilizados foram quitosana de baixo peso 
molecular (50.000 – 190.000 Da), com grau de desacetilação 75-85% (Sigma-
Aldrich), ácido acético (Sigma-Aldrich) e tripolifosfato de sódio (TPP) (Sigma-
Aldrich). 
Primeiramente foi preparado 30 ml de solução de quitosana (SIGMA 
48869-250g) constituída de 0,062g de quitosana dispersa em 600 µl de ácido acético 
2% e 29,4ml de água ultra pura (MiliQ). A quitosana foi solubilizada durante 24 horas 
em agitação moderada. Após esse período, o pH da solução foi ajustado para 4 
utilizando-se solução estéril de NaOH (5M). 
Uma segunda solução foi preparada com TPP (1 mg/mL) em 15 mL de 




Para a formação das NPs, o procedimento foi baseado em manter a 
solução de quitosana em constante agitação magnética durante todo o processo de 
gotejamento da solução de TPP utilizando uma seringa estéril de 10 mL, acoplada a 
haste do agitador magnético a uma distância de aproximadamente 14 cm. Após o 
gotejamento a solução foi mantida sob agitação constante por 30 minutos. Houve 
variação na proporção de solução de quitosana e TPP para encontrar a melhor 
relação dos reagentes para produção de uma nanopartícula estável.  
Os nanocomplexos contendo NP de quitosana e DNA plasmidial foram 
preparados de duas maneiras: (i) Foram utilizados 6 ml da solução de quitosana em 
constante agitação durante o gotejamento simultâneo de 1 ml da solução de TPP e 
1ml da solução de plasmídeo. (ii) Foram utilizados 6 ml da solução de quitosana em 
constante agitação durante o gotejamento de 1ml da solução de plasmídeo. A 
solução de DNA plasmidial foi preparada diluindo 160 µg do plasmídeo em 840 µl de 
água ultrapura. 
 
4.4.  CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS E NANOCOMPLEXOS 
 
As NPs livres e os nanocomplexos contendo DNA plasmidial foram 
caracterizadas quanto ao tamanho e índice de polidispersão através de 
espectroscopia de espalhamento de luz dinâmico (DLS), e potencial Zeta pelo 
método de mobilidade eletroforética, com a utilização do equipamento Zetasizer® 
(Nano-ZS da Malvern). Foram analisadas amostras diluídas em água, em DMEM e 
DMEM com soro fetal bovino. As leituras foram realizadas em triplicata, no 
Laboratório de Nanotecnologia para Saúde e Produção Animal, da Embrapa Gado 
de Leite de Juiz de Fora, MG. 
A análise de complexação dos plasmídeos às NPs foi feita pela técnica de 
retardo em gel de eletroforese à 1%. Foram preparadas três amostras: (i) 0,5 µl 
(1500 ng/µl) do plasmídeo, tampão de carregamento e água, (ii) 0,7 µl (1500 ng/µl) 
do plasmídeo, tampão de carregamento e água (iii)10 µl (16 µg/8ml)   
nanocomplexo. A corrida em gel de eletroforese foi realizada por 2 horas a 80 W. 
As imagens do AFM foram gravadas no modo de toque em um Nanosurf 
easyScan 2 (Nanosurf Instruments) no ar. As amplitudes de oscilação livres do 
cantilever foram tipicamente 50 mV para o nano livre ou 90 mV para o nano comp. e 
o tamanho de varrimento da sonda de microscópio foi 10x10 µm e 20x20 µm. A 
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resolução do AFM foi de 512x512 pixels. O comprimento e o raio da ponta foram de 
225 dm e <10 nm, respectivamente. Uma gota da suspensão de nanopartículas foi 
colocada sobre uma mica. Em seguida, a amostra foi desidratada sob atmosfera de 
nitrogênio. 
Foram avaliados também a estabilidade dos nanocomplexos por meio de 
analises no DLS e gel de agarose durante o 1°, 8°, 16° e 24° dias. 
 
4.5. CULTURA DE CÉLULAS HEK 293  
Foram utilizadas as células de linhagem Hek 293. As células foram 
adquiridas do Banco de Células do Laboratório de Reprodução da Embrapa Gado 
de Leite e cultivadas em incubadoras com atmosfera húmida e com pressão de CO2 
de 5%, em garrafas para cultura (T25 cm²) com meio DMEM, suplementado com 
2mM L-glutamina, 1% de penicilina e 10% de soro fetal bovino. 
 
 
4.6. ENSAIOS DE TRANSFECÇÃO IN VITRO 
4.6.1. PRIMEIRO ENSAIO (TRANSFECÇÃO EM CÉLULAS HEK 293) 
A transfecção das células HEK 293 foi realizada em placas de 24 poços, 
com densidade de 2x 106 células por poço contendo 500µl de meio, cada tratamento 
estava em duplicata em cada placa.  
Os tratamentos tiveram variação de tempo de exposição das células ao 
nanocomplexo (3, 6 e 24 horas), tanto para a utilização de nanopartículas 
sintetizadas com e sem TPP, quanto para a utilização de meio com soro fetal bovino 
e sem soro fetal bovino (Figura 18). Foram adicionados 25 µl dos complexos em 
cada tratamento nos poços contendo as células. O controle positivo utilizado foi o 
reagente FUGENE HD (Promega). O pH do meio foi aferido antes e depois da 
transfecção. Após um período de 24 e 28 horas as células foram visualizadas no 
microscópio de fluorescência e avaliadas em citômetro de fluxo utilizando o filtro. As 
células transfectadas expressando GFP emitiram fluorescência a 509 nm que foram 
captadas pelo filtro FL1 (fluorescência verde - 530/30 nm) do citômetro de fluxo. A 
porcentagem de células expressando a proteína exógena foram determinadas com o 




Figura 18: Primeiro ensaio de transfecção composto pelos tratamentos variando tempo de 24, 3 e 6 
horas, presença e ausência de TPP, e de SFB. 
4.6.2. SEGUNDO ENSAIO (TRANSFECÇÃO UTILIZANDO DIFERENTES 
TIPOS DE PH EM CÉLULAS HEK 293). 
Primeiramente foi realizado diferentes proporções do nanocomplexo com 
meio DMEM, mantendo a proporção de 1 ml dos nanocomplexos e variando a 
quantidade de DMEM e em seguida aferiu o pH de cada proporção. Posteriormente 
foi realizado a transfecção em células HEK 293 placas de 6 poços e foi colocado 1ml 
das proporções nos diferentes poços. As células ficaram expostas aos 
nanocomplexos durante 3 horas e o meio foi substituído por meio completo sem os 
nanocomplexos. Aferiu o pH do meio que retirou dos poços após a transfecção. 
Após 24h as células foram observadas no microscópio de fluorescência. 
Um outro estudo foi realizado utilizando PBS com 10% de SFB e os 
nanocomplexos nas transecções. Para ajustar o pH utilizou um sal básico 
encontrado na formulação do PBS, fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4) em uma 
concentração de 358,14 g/mol. Os tratamentos nesse ensaio foram: 150µl do 
nanocomplexos em 3 ml de PBS/SFB sem ajustar o pH (4,7), 150µl do 
nanocomplexos em 3 ml de PBS/SFB com pH ajustado para 6, 6,5 e 7 e o controle 
positivo utilizado foi o reagente FUGENE HD (Promega). A transfecção foi realizada 
em placas de 24 poços, com densidade de 2x 106 células por poço (HEK-293) 
contendo 500µl da solução de PBS/SFB com os nanocomplexos nos diferentes pH, 
cada tratamento estava em duplicata em cada placa. Após 24h as células foram 
analisadas no microscópio de fluorescência e no citômetro de fluxo. Foram utilizadas 
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uma 1ml solução PBS/SFP/nanocomplexos para analisar o potencial Zeta nos 
diferente pH. 
5.6.3. TERCEIRO ENSAIO (TRANSFECÇÃO UTILIZANDO DIFERENTES PH 
EM CÉLULAS HEK-293). 
O terceiro ensaio foi realizado de acordo com o item 3.4.2, porém foi 
acrescentado um tratamento em que as NPs de quitosana foram mantidas em pH 6,5 
com a concentração de nanocomplexos em dobro da utilizadas nos demais 
tratamentos (3 ml/ 300 µl), alterando a exposição aos nanocomplexos em todos os 




5.1. CLONAGEM E EXTRAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL 
No teste preliminar para escolha do plasmídeo, foram avaliados e 
testados 6 plasmídeos pelo método de eletroforese em gel de agarose, onde 
observou-se que quatro dos plasmídeos (PSZ- GREEN, PAC-GFP, PGK-GFP e 
PLL3.7) não estavam purificado devido presença de bandas inespecíficas (Figura 
19). Somente os plasmídeos PEF-GFP e PCMV-GFP apresentaram pureza 
adequada. Esses plasmídeos foram analisado no espectrofotômetro (NanoDrop® 
ND-1000 UV-Vis) como mostra a tabela 4. O plasmídeo selecionado para o presente 
estudo foi o PEF-GFP que apresenta o gene que codifica a proteína verde 
fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP) sob o controle do promotor EF1a 
(Figura 20). 
 
Tabela 4: Analise espectrométrica dos plasmídeos PEF-GFP e PCMV-GFP. 
Plasmídeo  260/280 260/230 ng/µl 
PEF-GFP   1,91 2,24 613,2 





Figura 19: Ensaio de eletroforese em gel dos plasmídeos selecionados para testar a integridade de 
cada um deles. Os plasmídeos selecionados foram:  PSZ-GREEN (1), PAC-GFP(2), PGK-GFP(3), e 
PLL, 3.7 (4), PEF-GFP(5) e PCMV-GFP(6). 
 




Após o ensaio com a enzima de restrição Not 1, verificou-se por meio do 
gel de agarose a 1% que o plasmídeo apresentou tamanho e pureza adequados 
(Figura 21), concluindo que a clonagem foi obtida com sucesso. 
 
 
Figura 21: Ensaio de restrição utilizando a enzima Not 1 para avaliar a integridade do plasmídeo PEF-
GFP por ensaio de eletroforese em gel agarose a 1%. 
5.2. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS  
As NPs sintetizadas foram analisadas quanto a seu diâmetro médio, 
índice de polidispersão (PDI), potencial Zeta utilizando-se o equipamento 
Zetasizer®, Nano-ZS da Malvern.  
Ao realizar a síntese de NPs de quitosana livres, variou-se as proporções 
de solução de quitosana e TPP que foram analisadas quanto ao diâmetro médio, o 










Tabela 5: Valores de diâmetro médio, PDI e Potencial Zeta das nanopartículas de quitosana livres em 
diferentes proporções. 
Proporções Diâmetro (nm) PDI Zeta (mV) 
Q: 6ml/ T: 2ml 124,7 0,3 28,4 
Q: 10ml/ T: 6ml 127,7 0,3 48,4 
Q: 12ml/ T: 3ml 130,5 0,4 45,9 
Q: 15ml/ T: 3ml 130,6 0,4 46,9 
Q: 15ml/ T: 6mL 135,5 0,4 42,9 
Q: 15ml/ T: 6ml 117,7 0,4 32,2 
Q:15ml/ T: 10ml 313,9 0,4 25,1 
Legenda da tabela: Q: solução de quitosana (2,06 mg/ml) e T: solução de TPP (1 mg/ml) em H2O 
 
 
As NPs de quitosana complexadas com o plasmídeo PEF-GFP foram 
preparadas utilizando-se somente a solução de quitosana e a solução contendo o 
plasmídeo. Foram feitas análises no DLS e obtidos os seguintes resultados 










Tabela 6: Valores de diâmetro médio, PDI e Potencial Zeta das nanopartículas de 
quitosana livres e complexadas com TPP e sem TPP na proporção de 6:1:1. 




NANO. LIVRE 142,7 0,7 28,4 6/2 
NANO. COMP C/ 
TPP 




351,9 0,7 9,04 6/1/1 
 
NANO. LIVRE 124,7 0,3 28,4 6/2 
NANO. COMP. 
C/ TPP 




369,7 0,5 27,5 6/1/1 
 
Legenda da tabela: solução de quitosana (2,06 mg/ml), solução de TPP (1 mg/ml) e solução do 
plasmídeo (160 µg/µl) 
 
A Tabela 7 mostra o comportamento das NPs complexadas com DNA 














Tabela 7: Valores de diâmetro médio, PDI e Potencial Zeta das nanopartículas 
complexadas em meio DMEM com soro e sem soro. 
Amostra Diâmetro 
(nm) 






























A morfologia das NPs foram avaliadas utilizando o AFM. De acordo com 
as Figura 24, pode-se observar que a adição do plasmídeo ao sistema provocou um 
crescimento destas esferas, levando a formação de nanopartículas de quitosana 






Figura 22: Imagem 3D obtida Microscopia de Força Atômica das nanopartículas de quitosana 
complexadas com O plasmídeo PEF-GFP que provocou um crescimento destas esferas composta 
com tamanhos que variam entre 209 a 329 nm. 
Na Figura 23 pode-se observar os resultados da complexação do DNA às 
NPs. Os números 1 e 2 representam o plasmídeo livre na concentração de 0,5µl e 
0,7µl respectivamente. E o número 3 representa a NP de quitosana complexada com 
o plasmídeo. 
 
Figura 23: Corrida em agarose, avaliação da incorporação de plasmídeo à nanopartícula de 
quitosana. 1 e 2 representam o plasmídeo livre na concentração de 1500 ng/µl e o número 3 
representa a NP de quitosana complexada com o plasmídeo na concentração de 160 µg/ml. 
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A estabilidade das NPs livres e complexadas ao DNA plasmidial foram 
estudas através de análises no DLS nos 1°, 8° e 16° dias, como mostra a Tabela 8. 
 
Tabela 8: Ensaio de estabilidade das nanopartículas, analisadas no DLS.  
DIA NOME SIZE PDI ZETA 
1 NANO L 150,5 0,6 +39,6 
1 NANO C 331,7 0,7 +34,4 
8 NANO L 160,7 0,6 +39,5 
8 NANO C 319,5 0,6 +44,1 
16 NANO L 171,6 0,6 +28,7 
16 NANO C 267,1 0,7 +19,2 
 
Foram realizadas análises estatistica utilizando o programa GraphPad 
Prism 5.0. Não houve diferença significativa quanto ao diâmetro médio dos 
nanocomplexos entre os dias 1 a 16 (P>0,05; Figura 24) e quanto ao potecial Zeta 
houve diferença significativas entre  os dias 1 e o 16 (P< 0,0014) e tambem entre o 












Figura 24: Análise do diâmetro média dos nanocomplexos durante os dias 1, 8 e 16. Não houve 
















Figura 25: Análise do potencial Zeta dos nanocomplexos durante os dias 1, 8 e 16. Houve diferença 
significativa entre os dias 1/8 e 8/16. Diferenças significativas entre os tratamentos indicados por ** 
P< 0,0014. 
Adicionalmente, foi realizado o ensaio de eletroforese em gel para 
avaliação da estabilidade dos complexos (Figura 26). Foram utilizados 10 µl de NPs 
de quitosana livres, mais 2µl do tampão de carregamento (1), 10µl (160 µg/ml) do 
nanocomplexo mais 2µl do tampão de carregamento (2) e 10 µl (20 ng/µl) do 
plasmídio PEF-GFP. Como observado na figura  no poço 2 não houve migração do 
plasmideo pelo gel como no poço 3, isso indica que o nanocomplexo se manteve 
estável durante os 16 dias de armazenamento..  
 
Figura 26: Ensaio de eletroforese em gel de NPs de quitosana livre (1), nanocomplexos (2) e 




5.3.  ENSAIOS DE TRANSFECÇÃO IN VITRO 
Após os ensaios pilotos de transfecção de DNA plasmidial utilizando NP 
de quitosana em pH 7,4, as células foram analisados no microscópio de 
fluorescência e no citômetro de fluxo. Contudo, não foi observada a expressão de 
GFP.  
Nimesh, et al., 2010 descreveu uma taxa de eficiência de transfecção no 
pH 6,5 de 26, 3% e uma taxa menor de eficiência no pH 7,1 e 7.4 de 9,2 e 0,2 % 
respectivamente. Com base nessa informação foi realizado um novo ensaio de 
transfecção testando diferentes proporções de nanocomplexos/DMEM (Figura 27), 
observou-se que houve um baixa expressão do GFP (Figura 28). Adicionalmente foi 
observado alteração do pH após a transfecção (Tabela 9).  
 
 
Figura 27: Ensaio de transfecção testando diferentes proporções de nanocomplexos/DMEM com 





Figura 28: Células HEH 293 Transfectadas com nanocomplexos e analisadas no microscópio de 
fluorescência para analisar a expressão do GFP nas seguintes proporções 1/7 (A, A’), 1/8 (B, B’), 1/9 
(C, C’), 1/10 (D, D’), 1/11 (E, E’) e 1/12 (F, F’), no aumento de 10x. 
 
Tabela 9: Variação do pH antes e após a transfecção em diferentes proporções de nanocomplexos e 
DMEM. 
Proporções nano/DMEM pH ajustado Após a transfecção 
1/7 6.25 7.13 
1/8 6.33 7.33 
1/9 6.42 7.48 
1/10 6.55 7.55 
1/11 6.58 7.64 
1/12 6.60 7.68 
 
O ensaio de transfecção utilizando PBS/SFB/nanocomplexos foram 
analisados no microscópio de fluorescência e na citometria de fluxo. Não foram 
observadas células fluorescentes quando analisados no microscópio de 
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fluorescência, porém utilizando a citometria de fluxo (Figura 29) detectou-se a 







Figura 29: Influência de diferentes pHs na transfecção com nanocomplexos em HEK-293. Citograma bidimencional em dot plot de SCC (escala logarítima) X 





Dentre os grupos com NP, o tratamento com pH 6,5 em que as células 
foram mantidas por 24h em contato com os nanocomplexos teve maior taxa de 
expressão de GFP (Figura 30). Por outro lado, o tratamento pH4,7 apresentou 
menor taxa de expressão quando comparado aos tratamentos pH 6,5 24h e pH 7 
(P<0,005). O controle positivo teve maiores taxas de transfecção quando 

































































Figura 30:  Intensidade de Fluorescência (%) nos diferentes tratamentos em função da variação do 
pH e tempo de exposição aos nanocomplexos. Diferenças significativas entre os grupos expostos ao 
nanocomplexos e ao controle são indicados por *** P< 0,0001; ** P< 0,001; *P<0,005. 
 
Foram realizadas análises do potencial Zeta das NPs nos diferente pHs 
no DLS (Figura 31) e notou-se que no menor pH os nanocomplexos apresentavam 






Figura 31: Variação do potencial Zeta na solução contendo nanocomplexos e PBS/SFB. A medida 
que o pH aumenta a carga passa a ser negativa. 
No terceiro ensaio também não foram observadas células fluorescentes 
quando analisados no microscópio de fluorescência. Corroborando com esses 
achados, por meio da técnica de citometria de fluxo detectou-se a expressão do 
GFP (0,97 a 7, 57%). Contudo não houve diferença significativa (P< 0,05) entre os 
















































Figura 32: Intensidade de Fluorescência (%) nos diferentes tratamentos em função da variação do pH 
e diferença de concentração de nanocomplexo (pH6,5*). Diferenças significativas entre os grupos 





 A necessidade de buscar novos meios de transfectar células somáticas 
ocorre devido ao baixo índice de transfecção (MITTERMEYER et al., 2012). Um dos 
meios alternativos é a utilização de nanocarreadores como sistema de carreamento 
de genes.  
As nanopartículas de quitosana tem sido bastante estudada nos últimos 
tempos devido ao seu baixo custo de produção o, a abundância de matéria-prima e 
o aproveitamento dos subprodutos da pesca de crustáceos tornam o processo de 
produção de quitosana ecologicamente interessante e economicamente viável. Além 
disso, as nanopartículas possuem tamanho reduzido, afinidade por ácidos nucleicos 
(YADAV et al., 2011; EDSON e KWON, 2016; SANDRESCHI et al., 2016). 
O presente estudo identificou uma proporção mais adequada de TPP, 
DNA plasmidial e quitosana para a produção de nanocomplexos que proporcionasse 
o uso de nanocomplexos de quitosana como carreadores de vetores de DNA para o 
interior de células somáticas. Assim, esse nanossistema pode ser uma alternativa 
aos métodos tradicionais de transfecção de células somáticas. 
Diversos trabalhos vêm utilizando nanopartículas de quitosana como 
carreadores de fármacos e de DNA plasmidial, por ser um polímero altamente 
catiônico facilitando assim sua interação com o DNA. Kong, et al, 2017, 
apresentaram resultados eficazes com a utilização de nanopartículas de quitosana 
conjugada com peptídeo e complexada com DNA plasmidial como um carreador 
para transfectar astrócitos. Baghdan, et al, 2018, desenvolveram uma nanopartícula 
de quitosana complexada com DNA plasmidial e encapsulada em lipossomas, onde 
foram observados resultados positivos na transfecção em células HEK-293. 
As nanopartículas sintetizadas neste trabalho foram produzidas pelo 
método de gelificação iônica, baseado nas interações eletrostáticas entre os grupos 
amino da quitosana (carregados positivamente), os grupos fosfato do TPP 
(carregados negativamente) e os grupos fosfato do DNA plasmidial. A quitosana 
apresenta ponto isoelétrico de 6,5, sendo nesse pH insolúvel em água necessitando 
de um meio ácido para que seja capaz de protonar os grupamentos amino, 
conferindo assim carga positiva à molécula (AHMED e ALJAEID, 2016). 
Alguns fatores como o grau de desacetilação e peso molecular da 
quitosana, pH, interações de proteínas, taxa de carga de quitosana para DNA 
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(Relação DNA/Quitosna), influenciam diretamente no diâmetro e formação das 
nanoesferas. Isso ocorre porque quanto menor o valor do pH da solução de 
quitosana, menor o diâmetro da partícula, já que as cadeias de quitosana se tornam 
lineares e disponibilizam melhor o NH3+ para reticulação com o fosfato do TPP e 
com o DNA plasmidial (MATTU et al., 2013). Adicionalmente, eficiência de 
transfecção também é influenciada pelo meio de cultura, uma vez que a quitosana é 
mais protonada em pH ácido, promovendo assim a ligação não apenas ao DNA 
carregado negativamente, mas também às células com as superfícies carregadas 
negativamente (NIMESH, 2010). 
Em relação ao diâmetro médio, o DLS revelou uma variação de tamanhos 
de acordo com as proporções utilizadas desde nanopartículas com 117,7 nm a 313,9 
nm. Dentre os tratamentos testados, optou-se pela proporção de 6/1/1 (quitosana: 
TPP: DNA plasmidial) com nanopartículas livres variando o diâmetro médio de 124,7 
a 142,7 nm para a realização dos ensaios de transfecção. Esses valores permitem 
que as nanopartículas apresentem eficiência mais elevada na transfecção, já que 
NPs menores que 200 nm tendem a ter uma eficiência mais elevada na entrega de 
material genético para células (WEN FAN et al., 2012). O PDI das nanopartículas 
variaram de 0,3 a 0,7, indicando a produção de dispersões homogênea (abaixo de 
0,3) e heterogênea (acima de 0,3) (XU, 2015). O Potencial Zeta variou de +27 a 
+28mV, o que corrobora com resultados prévios já que a quitosana é um polímero 
catiônico (LEBRE, et al., 2015; PANT e NEGI, 2018).  
No trabalho realizado por ALEXANDRINO et. al. (2017), os autores 
obtiveram NPs pelo método de gelificação iônica variando o tamanho de 461,9 nm a 
139,8 nm usando duas concentrações de quitosana diferentes de 2g/L e 10g/L. O 
presente estudo utilizou o mesmo método, porém com diferentes concentrações de 
quitosana. Além disso, no presente estudo foram obtidos tamanho menores de NPs 
mais indicados para ensaios de transfecção celular. Outro estudo realizado por 
PILON, et al. (2015) obtiveram NPs de 111,72nm de tamanho, após variação da 
concentração de ácido cítrico da solução de quitosana de 2,0 para 4,.0 mg mL-1. 
O nanocomplexo contendo DNA plasmidial/TPP/NPs de quitosana 
apresentou diâmetro variando de 387,2nm e 284,4nm e o nanocomplexo DNA 
plasmidial/ NPs de quitosana apresentou diâmetro variando de 351,9nm e 369,7nm. 
Os nanocomplexos apresentaram diâmetro maior que as nanopartículas livres 
(diâmetro das NPs livres 142,7nm e 124,7nm) indicando que o DNA plasmidial foi 
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encapsulado pelas nanopartículas. O PDI variou de 0,5 a 0,7 indicando uma 
dispersão heterogênea. O potencial Zeta foi menor (menos positivo) em relação as 
nanopartículas livres (28,4mV NPs livres, 9,04 mV NPs complexadas com TPP e 
27,5mV NPs complexadas sem TPP). Isso ocorreu, provavelmente, devido a carga 
negativa do DNA plasmídeo. 
Ao realizar os ensaios no DLS das nanopartículas complexadas no meio 
de cultura DMEM, observou-se um aumento no diâmetro das nanopartículas, 
chegando a apresentar algumas partículas com diâmetros de 2.036 nm, constituindo 
uma solução heterogênea, devido o PDI acima de 0,5. Esse aumento pode ser 
explicado pela interação entre as proteínas séricas negativamente carregadas e as 
partículas carregadas positivamente, esse fato também foi relatado no trabalho de 
LEBRE, et al, 2016). Em meio de cultura o potencial Zeta apresentou-se negativo, 
um fator limitante para a transfecção pois, uma das barreiras que o nanocomplexo 
tem que enfrentar é a passagem pela membrana plasmática, que é carregada 
negativamente, decorrente da presença seperficial de glicoproteínas, glicerolfosfatos 
e proteoglicanos sulfatados. Devido a isso um nanocomplexo com a carga superficial 
negativa tende a ser repelido dificultando assim sua internalização na célula 
(PEREIRA et al, 2014; NAMVAR, et al,2015). Por outro lado, NPs carregadas 
negativamente podem ser internalizadas após interação com sítios catiônicos da 
membrana celular (WILHELM et al., 2003). 
A imagem de AFM mostrou que a adição do plasmídeo ao sistema 
provocou um crescimento das nanoesferas, levando a formação de nanopartículas 
de quitosana composta com tamanhos que variaram entre 209 a 329 nm. Valores 
estes que corroboram com o encontrado no DLS, de 331,7 nm. 
Análises de gel de eletroforese demonstraram que os plasmídeos livres 
migraram mais que aqueles que estavam associados às NPs. O DNA associado aos 
agentes transfectantes ficaram retidos nos poços de gel de agarose, sendo um 
indicativo que houve a complexação do plasmídeo às NPs. A banda mais fraca 
observada no poço de DNA/NPs pode ser devido à baixa concentração de DNA 
plasmidial na amostra devido ao efeito de diluição.  
O ensaio de estabilidade mostrou que não houve diferença estatística em 
relação ao diâmetro médio das nanopartículas, contudo houve diferença estatística 
em relação ao potencial Zeta, esse fato pode estar relacionado a diversos fatores, 
tais como interações com partículas presentes na dispersão, quebra da cadeia 
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polimérica, aumentando assim a superfície de contato, entre outros. Os resultados 
do ensaio de gel de agarose revelou que os nanocomplexos se mantiveram estáveis 
após 16 dias. 
No primeiro ensaio de transfecção não foi constatada expressão do GFP 
nas células. Esse fato pode estar relacionado a dois fatores: o primeiro deles é o 
potencial Zeta ter apresentado valores negativos quando na presença do meio de 
cultura, dificultando a passagem dos nanocomplexos pela membrana celular devido 
a repulsão eletrostática. Um outro fator, poderia ser o pH, que segundo NIMESH, 
et.al (2010), o pH do meio afeta diretamente na eficiência de transfecção utilizando 
nanopartículas de quitosana. Esse trabalho encontrou uma melhor eficiência de 
transfecção em pH 6,5, contudo nesse pH a viabilidade celular diminuiu em relação 
ao pH de 7,1. No presente estudo o pH final do meio com os nanocomplexo foi de 
7,0. 
O segundo ensaio de transfecção foi realizado a fim de se ajustar o pH 
para o ideal utilizando diferentes proporções entre os nanocomplexos com o meio 
DMEM. Contudo, devido a presença de carbonatos no meio o pH alterou para neutro 
influenciando na taxa de transfecção, o qual foi menor.  
No terceiro ensaio foi utilizado PBS/SFB/nanocomplexos houve uma 
melhora na taxa de transfecção, percebendo assim que o potencial Zeta, pH e 
tempo de exposição estão diretamente relacionados na eficiência de transfecção, já 
que o tratamento em que as células ficaram exposta por 24 horas apresentaram 
uma melhor eficiência de transfecção em relação aos outros tratamentos. 
O quarto ensaio de transfecção gênica não mostrou diferença significativa 
entre os tratamentos, contudo pode-se observar uma tendência a uma melhor 
expressão do GFP no tratamento utilizando o pH 6,5 com uma concentração maior 
dos nanocomplexos. Isso pode ser atribuído ao fato do pH ácido influencie na 
desintegração do nanocomplexos e consequente liberação do material genético no 
interior das células (PEREIRA, et al., 2014). 
O estudo tem como perspectivas investigar diferentes tempos de 
exposição associados a variados valores de pH para utilização de nanocomplexos 






A partir do método de gelificação iônica utilizando a proporção de 6/1/1/ de 
solução de quitosana, TPP e plasmídeo foi possível desenvolver nanocomplexos 
com baixo diâmetro necessário para aplicações de transfecção gênica. Através do 
ensaio de complexação pode-se ter indícios da incorporação do plasmídeo às NPs 
de quitosana. 
Em pH neutro os nanocomplexos foram capazes de liberar o material genético 
no interior das células, porém a eficiência de transfecção foi baixa. 
O potencial Zeta, pH e tempo de exposição estão diretamente relacionados 
na eficiência de transfecção, sendo que o potencial Zeta positivo, o pH 6,5 (ácido) e 
o tempo de exposição maior aumentaram a eficiência da transfecção. 
O trabalho colaborou com a padronização da síntese de NPs de quitosana 
visando aplicações em transfecção gênica, uma vez que diferentes condições de 
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